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Резюме. С целью установления давности наступления смерти (ДНС) определяли в динамике количество В-
лимфоцитов  методом розеткообразования с эритроцитарным анти-CD22 диагностикумом. Количество В-
лимфоцитов, экспрессирующих рецепторы CD22, определяли в крови 10 трупов людей, умерших от механических
травм и асфиксий. В ходе проведенных исследований выявлены статистически значимые изменения В-клеточного
звена иммунитета со снижением В-лимфоцитов на протяжении до трех суток.
Снижение медианы для рецепторов, экспрессирующих CD22 на В-лимфоцитах в интервале времени 27-36
часов, составило 10% [25-ый и 75-ый процентили - 8 ,12], через 51-64 часов 4,5%[4,5], 65-78 часов 2,5%[2,3] (р<0,001)
и спустя 17-26 часов 12%[10,14], 37-50 часов после наступления смерти 8% [6,9] (р<0,01).
Преимущество использования эритроцитарного диагностикума с моноклональными антителами для
определения ДНС заключается в простоте метода и возможности проведения реакции в стандартных условиях.
Ключевые слова: давность наступления смерти, В-лимфоциты, фенотипирование с CD22
диагностикумом.
Abstract. To determine the remoteness of death the amount of  B-lymphocytes was analyzed in dynamics by the
method of rosetting with erythrocytic anti-CD22 diagnosticum. The quantity of  CD22 expressing B-lymphocytes was
determined in blood of 10 deceased who died of mechanical traumas and asphyxia. Our research revealed statistically
significant changes in В-cellular component of immune system with the decrease of  B-lymphocytes levels over up to three
days period.
Median decrease for receptors, expressing  CD22 on B-lymphocytes made up 10% [25th and 75th percentiles = 8,
12] at the interval of 27-36 hours after death; 4,5% [4, 5] 51-64 hours after death; 2,5% [2, 3] 65-78 hours after death
(р<0.001); 12% [10, 14] 17-26 hours after death and 8% [6, 9] (р<0.01)  37-50 hours after death.
The advantage of using erythrocytic diagnosticum with monoclonal antibodies for the determination of the
remoteness of death consists in the simplicity of this method and the possibility to perform the reaction under standard
conditions.
Проблема определения давности на-ступления смерти (ДНС) была и про-должает оставаться одной из наиболее
актуальных и сложных в судебной медицине
[1-4]. К настоящему времени разработан ши-
рокий спектр методов для определения ДНС,
которые включают использование инструмен-
тальных методик [5], методов, построенных
на изучении морфо-функциональных измене-
ний, происходящих в органах, тканях и жид-
костях трупа [6-8], а также методов, в основе
которых лежит создание математических мо-
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делей, позволяющих учитывать многообразие
многих индивидуальных признаков [9-12].
Различными авторами [9-12] выявлены зако-
номерности характера охлаждения ткани го-
ловного мозга трупа, в отличие от аналогич-
ного процесса в печени и прямой кишке. Ис-
следованиями [13] установлено, что для оцен-
ки времени наступления смерти можно ис-
пользовать белковый сердечный маркер тро-
понин I.
Во многих работах оцениваются такие
параметры трупной крови, как электролиты
(натрий, калий, кальций, магний, фосфор,
глюкоза), азотистые соединения (мочевина,
креатинин), энзимы (кислая и щелочная фос-
фотаза, амилаза, лактатдегидрогеназа) [14-
19].
Thomsen, H. [20] изучал количество
тромбоцитов трупной крови в раннем по-
смертном периоде с помощью иммуногисто-
химических методов с использованием мо-
ноклональных CD61, антифибриногена и им-
муноэлектронной микроскопии с монокло-
нальными антителами. Выявлено, что пер-
вичное возрастание числа тромбоцитов в
трупной крови было вызвано гипостатичес-
ким феноменом, и эти изменения вызывают
потенциально обратимую адгезию преадсор-
бированного фибриногена на эритроцитах.
Дальнейшее уменьшение числа тромбоцитов
в посмертной крови объясняют снижением
числа тромбоцитов, которые можно подсчи-
тать в трупной крови.
Работа М.Л. Казарновской [21] посвя-
щена вопросам оценки репродуктивной ак-
тивности лимфоцитов трупной крови, отра-
жающей прижизненное влияние различных
физиологических и патофизиологических
факторов, возможности использования ус-
тановленных закономерностей в судебно-
медицинской практике при определении
срока наступления смерти, а также предше-
ствовавшего ей эмоционального и физичес-
кого состояния. Автором установлена обрат-
ная зависимость между продолжительнос-
тью агонального периода и давностью на-
ступления смерти, с одной стороны, и ин-
тенсивностью репродукции лимфоцитов
трупной крови  с другой.
Авторами [21-23] показано, что лимфо-
циты сохраняются в трупной крови до 72 ча-
сов, и определение их может быть использо-
вано в качестве дополнительного критерия
давности наступления смерти в ранние сроки
после смерти.
Установлено, что в раннем посмертном
периоде (до 3-х суток включительно) лимфо-
циты трупной крови отличаются от других
клеточных ее элементов высокой устойчиво-
стью к аутолитическому процессу и сохраня-
ют способность участвовать в реакции блас-
ттрансформации и розеткообразования. Это
позволяет использовать их для установления
сроков давности смерти [24-27]. Согласно дан-
ным Д.К. Новикова [28], использование ме-
тода теофиллинчувствительности для харак-
теристики Тх и Тс является неприемлемым, так
как нет корреляции его показателей с уровнем
CD4+ и CD8+-лимфоцитов и поэтому значение
уменьшения розеткообразования под влияни-
ем теофиллина остается неясным.
Нами [29] определялась функциональная
активность нейтрофильных лейкоцитов для
установления давности наступления смерти
у 28 умерших: из них от ишемической болезни
сердца  13, от отравления этиловым алкого-
лем  9 и от прочих причин смерти  6. В ре-
зультате изучения показателей (НСТ-теста
и фагоцитоза) установлено статистически зна-
чимое снижение среднего значения показате-
лей, что позволяет использовать полученные
данные для определения давности наступле-
ния смерти. С помощью регрессионного ана-
лиза установлены зависимости определения
давности наступления смерти от показателей
спонтанного НСТ-теста и фагоцитарного ин-
декса для лиц, умерших от ишемической бо-
лезни сердца.
Кроме того, в предварительных экспе-
риментах нам удалось показать [30], что при
исследовании крови в динамике от трупов
людей, умерших от механических травм и ас-
фиксий в результате повешения, отмечено до-
стоверное снижение показателей Т-клеточно-
го иммунитета с падением их общего количе-
ства: CD3 до 65-78 часов, CD4, CD8 и гипе-
рэкспрессией к ИЛ-2 на Т-лимфоцитах  CD25
до 79-85 часов. Отмечено, что метод феноти-
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пирования с эритроцитарными диагностику-
мами (CD3, CD8 и CD25) имеет максималь-
ную статистическую значимость на протяже-
нии длительного времени после смерти (до
79-85 часов) по сравнению с методом спон-
танного розеткообразования. Отсюда он име-
ет преимущество при его использовании в су-
дебно-медицинской практике.
В литературе не изучалось определение
количества В-лимфоцитов в трупной крови,
экспрессирующих рецепторы CD22 феноти-
пированием с помощью анти-CD диагности-
кума.
Целью нашего исследования было уста-
новление ДНС по изменению в динамике ко-
личества В-лимфоцитов методом фенотипи-
рования с использованием анти-CD22 диаг-
ностикума.
Методы
Исследовали кровь, взятую из правого
отдела сердца и крупных сосудов у трупов
людей, умерших от насильственной смерти
(множественных травм и механических асфик-
сий в результате повешения) (10). Из них муж-
чин - 7, женщин - 3. Трупы находились в мор-
ге при температуре от 15 до 20°С (осенне-зим-
ний период) и от 20 до 25° (весенне-летний
период).
Забор крови осуществляли стерильны-
ми шприцами из правого отдела сердца и бед-
ренной вены в объеме по 10 мл. Последую-
щие заборы крови от трупов осуществлялись
с интервалами времени 7-16; 17-36; 27-36;
37-50; 51-64; 65-78; 79-85 час. Кровь обра-
батывали методом розеткообразования с по-
мощью эритроцитарного диагностикума
(CD22) [31]. К крови в количестве 10 мл до-
бавляли 0,1 мл гепарина, который был пред-
варительно разведен в 0,9% растворе хлори-
да натрия (10 ЕД в 1 мл). Кровь центрифуги-
ровали 10 минут при 1000 об/мин, затем со-
бирали образовавшуюся пленку, обогащен-
ную нейтрофильными лейкоцитами, в плас-
тиковую пробирку. К осадку лейкоцитов до-
бавляли 1-1,5 мл 0,84% раствора хлористого
аммония, предварительно прогретого в тер-
мостате до 37°С, лизировали эритроциты 1-
2 минуты, затем центрифугировали 2-3 ми-
нуты при 1000 об/мин. Надосадочную жид-
кость удаляли и к осадку добавляли 3-4 мл
0,9% р-ра хлорида натрия и потом центри-
фугировали при 1000 об/мин 5 минут. Про-
цедуру отмывания повторяли с раствором
Хенкса. После последнего отмывания осадок
клеток ресуспензировали в 0,5 мл р-ра Хенк-
са. Проверяли суспензию клеток в камере Го-
ряева на их жизнеспособность. Подсчитыва-
ли не менее 100 клеток, среди них определя-
ли процент окрашенных (погибших). Затем
проверяли суспензию клеток в камере Горя-
ева, где доводили концентрацию лимфоци-
тов раствором Хенкса до 2-2,5х109 кл/л (8-10
клеток в 1 квадрате камеры Горяева). Смеши-
вали в равных объемах 0,1 мл 0,1% суспен-
зию эритроцитарного диагностикума СD22
и взвесь лейкоцитов. Смесь инкубировали в
термостате при 37°С 15 минут, затем цент-
рифугировали при 1000 об/мин 1-2 минуты.
К осадку клеток добавляли 0,1 мл 0,06% глю-
тарового альдегида. После ресуспензирова-
ния оставляли на 1 минуту при комнатной
температуре. Затем готовили мазки на пред-
метных стеклах. После высыхания на возду-
хе мазки фиксировали 96° этанолом, которые
окрашивали азур-эозином 10-15 минут. Под-
считывали процент розеткообразующих лим-
фоцитов, явно имевших не менее 3-х эрит-
роцитов с анти-CD22 диагностикумом.
Статистическую обработку данных про-
водили с помощью электронных таблиц Exel
7.4. (Microsoft), Statgraphics 2.1. (Statistical
graphics Corp.) и BIOSTAT.EXE. Так как распре-
деление изучаемых величин отличалось от
нормального, для описательного статистичес-
кого анализа применяли показатель медианы,
25 и 75 процентиль [32]. При сравнении дос-
товерности отличий между группами был ис-
пользован U-критерий Манна-Уитни [32].
Статистически достоверными считали разли-
чия при p<0,05.
Результаты и обсуждение
В группе умерших (n=10) при опреде-
лении количества В-лимфоцитов, экспресси-
рующих рецепторы CD22, отмечалось стати-
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стически значимое снижение этого показа-
теля во всех интервалах времени (до 65-78
часов).
Снижение экспрессии рецептора CD22
на В-лимфоцитах (табл. 1) отмечалось в ин-
тервалах времени: 27-36 часов 10% [8,12], 51-
64 часов 4,5% [4,5], 65-78 часов 2,5% [2, 3]
(р<0,001) и спустя 17-26 часов 12% [10, 14],
37-50 часов после наступления смерти 8% [6,
9] (р<0,01).
Регрессионный анализ данных проводи-
ли с помощью программы Statgraphics 2.1.
В результате получили уравнение (1), по
которому, зная процент содержания CD22 лим-
фоцитов, определяли срок ДНС.
t = 81,6148  40,46 × а, (1)
где t  ДНС; а  процент содержания
CD22 лимфоцитов.
Построение осуществляли в линейной
регрессионной зависимости. Коэффициент
корреляции = -0,9961; р<0,001.
Пример использования, предложенного
нами метода.
Женщина, 44 года, умершая от множе-
ственных повреждений. Исследуется кровь в
промежутке времени от 37 часов до 43 часов
после наступления смерти. Исследованием
определяем содержание В-лимфоцитов, экс-
прессирующих рецептор СD22 (8%). Исполь-
зуя формулу, находим, что с момента наступ-
ления смерти прошел 41 час.
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Таблица 1
Показатели гуморального иммунитета у лиц, умерших от механических травм
 и асфиксий
Показатель 
Процентили 
25-75 
Время, прошедшее с момента наступления смерти (часы) 
% (n=10) 7-16 17-26 27-36 37-50 51-64 65-78 
CD22 15(13-16) 12(10-14)** 10(8-12)*** 8(6-9)** 4,5(4-5)*** 2,5(2-3)*** 
 
Рис. 1. Содержание В-лимфоцитов, экспрессирующих рецептор CD22.
Примечание: по оси X  среднее время наступления смерти, по оси Y- процент CD22 лимфоцитов.
136
Заключение
В ходе проведенных исследований кро-
ви, в динамике от трупов людей, умерших в
результате механических травм и асфиксий, от-
мечено статистически достоверное снижение
содержания В-лимфоцитов. Такая динамика
изменения экспрессии CD22 В-лимфоцитами
сохраняется до трех суток, что имеет приклад-
ное значение для судебно-медицинской прак-
тики.
Преимущество использования эритро-
цитарного диагностикума с моноклональны-
ми антителами для определения ДНС заклю-
чается в простоте метода и возможности про-
ведения реакции в стандартных условиях.
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